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Slika 1: Hodogram eksperimentalnega dela 8 
Slika 2: Kolonije bakterij rodu Pseudomonas na selektivnem gojišču 
Pseudomonas agar z dodatkom CFC (A); Kolonije H2S proizvajajočih 










Protimikrobno delovanje pripravkov na mezofilne aerobne bakterije; K – 
kontrolni vzorec, I3 - Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 
mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran kis (1,56 
mg/mL), M3 – SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 
mg/mL) 
Protimikrobno delovanje pripravkov na psihrotrofne aerobne bakterije; K 
– kontrolni vzorec, I3 - Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 
mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran kis (1,56 


















Protimikrobno delovanje pripravkov na bakterije rodu Pseudomonas; K – 
kontrolni vzorec, I3 - Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 
mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran kis (1,56 
mg/mL), M3 – SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 
mg/mL) 
Protimikrobno delovanje pripravkov na H2S proizvajajoče bakterije; K – 
kontrolni vzorec, I3 - Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 
mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran kis (1,56 
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Priloga A: Obstojnost filejev navadnega krapa, tretiranih s protimikrobnimi pripravki, 
izražena v log CFU/g 
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Cefalotin – fusidinska kislina – cetrimid (dodatek k 
Pseudomonas agarju) 
Mikrobna celica oz. skupek le-teh, iz katerih se kasneje 
razvije posamezna kolonija (ang. Colony Forming Units); s 
to enoto izražamo število mikroorganizmov v vzorcu 
Ogljikov dioksid 
Dodecil galat 
Splošno priznano kot varno za uživanje (ang. Generally 
Recognized as Safe) 
Vodikov sulfid 
Inolens 4 (1,56 mg/mL) 
Inolens 4 (3,13 mg/mL) 
Železov agar (ang. Iron Agar) 
2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil tetrazolijev klorid 
Kontrolni vzorec 
Listeria monocytogenes 
SyneROX MB (1,56 mg/mL) 
SyneROX MB (3,13 mg/mL) 
Minimalna inhibitorna koncentracija 
Število bakterij 
Število števnih plošč pri prvi razredčitvi 
Dušik 
Število števnih plošč pri drugi razredčitvi 
Natrijev klorid 
Kisik 






Gojišče za določanje skupnega števila mikroorganizmov 
(ang. Plate Count Agar) 
Puferiran kis (ang. Buffered vinegar) (1,56 mg/mL) 
Puferiran kis (ang. Buffered vinegar) (3,13 mg/mL) 
Faktor prve upoštevane razredčitve 
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Tripton soja agar (ang. Tryptic Soy Agar) 
Tripton soja bujon (ang. Tryptic Soy Broth) 
Število vseh kolonij na števnih ploščah 
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1 UVOD 
Hrana je dinamičen sistem, v katerem prihaja do sprememb v vrednosti pH, atmosferi, 
kemijski sestavi, vključno s sestavo hranil mikroorganizmom in posledično v sestavi 
mikrobiote. Vsako živilo ima svojo lastno mikrobioto, katero določata sestava živila in 
pogoji skladiščenja, in se tekom skladiščenja spreminja (Gram in Dalgaard, 2002). 
Delovanje mikroorganizmov je eden glavnih dejavnikov kvara hrane, ki privede do 
poslabšanja kakovosti in varnosti živil (Piskernik, 2008; Parlapani in sod., 2014). 
Aktivnost mikroorganizmov se v hrani kaže kot kvar, ki spremeni senzorične lastnosti 
hrane, zaradi česar postane le-ta neprimerna za uživanje (Gram in Dalgaard, 2002). Kvar 
lahko povzročijo tudi kemijske reakcije v živilu ali mehanske poškodbe. 
 
Letno zavržemo več kot 25 % vse proizvedene hrane zaradi kvara, ki se odraža v obliki 
neprijetnega in za potrošnika nesprejemljivega vonja (nastanek aminov, sulfidov, 
alkoholov, aldehidov, ketonov, organskih kislin) ter okusa, pojava diskoloracij, sluzavosti 
ali kolonij (Gram in Dalgaard, 2002). Zato je poznavanje delovanja mikrobnih kvarljivcev 
hrane ključnega pomena za razvoj novih tehnik konzerviranja in posledično za zmanjšanje 
izgub hrane. 
 
Navadni krap (Cyprinus carpio) je zaradi visoke gospodarske in hranilne vrednosti, 
razumne cene ter izvrstnega okusa pri mnogih potrošnikih in pridelovalcih priljubljena 
vrsta sladkovodnih rib (Zhang in sod., 2015, 2017). Je ena od najbolj razširjenih gojenih 
sladkovodnih vrst rib na svetu (Sterniša in sod., 2016).  
 
Meso rib je zaradi visoke vsebnosti proteinov in tudi zaradi vsebnosti maščob hitro 
pokvarljivo živilo, podvrženo hitrim postmortalnim spremembam (proteoliza, lipoliza) ter 
mikrobnemu kvaru, kar vodi do poslabšanja senzoričnih lastnosti in večjega tveganja za 
pojav bolezni, povzročenih s hrano (Patel, 2015). Z namenom podaljšanja obstojnosti živil 
se poslužujemo različnih tehnik konzerviranja – najpogosteje hlajenja, zamrzovanja, 
sušenja, prekajevanja, fermentiranja in toplotne obdelave. Te postopke lahko kombiniramo 
z dodatkom naravnih ali kemičnih agensov (NIJZ, 2015). Žal ima vsaka metoda tudi 
slabosti oz. pomanjkljivosti. Najučinkovitejša je uporaba kemijskih konzervansov, kot so 
natrijev acetat, natrijev nitrit, kalijev sorbat, sulfit, benzojska kislina, butiliran 
hidroksianizol (BHA), butiliran hidroksitoluen (BHT) (Patel, 2015), dodecil galat (DG) 
(Hassoun in Emir Çoban, 2017) idr., vendar jih je nekaj od naštetih potencialno 
kancerogenih, BHA in BHT naj bi pri otrocih povzročala hiperaktivnost, nitrat in nitrit sta 
prekurzorja rakotvornih N-nitrozo spojin (Patel, 2015).  
 
Tako pridelovalci hrane kot potrošniki težijo k zmanjšanju uporabe sintetičnih kemijskih 
sredstev kot konzervansov (Mahmoud in sod., 2004). Nezaupanje v varnost takšnih 
dodatkov spodbuja živilsko industrijo k razvoju naravnih, varnejših konzervansov 
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(Hassoun in Emir Çoban, 2017). Sprejemljivejšo in hkrati bolj naravno alternativo 
predstavlja uporaba naravnih kulinaričnih zelišč, začimb in aromatičnih rastlin ter njihovih 
ekstraktov s protimikrobnim delovanjem (Mahmoud in sod., 2004). Prav tako imajo 
nekateri rastlinski izvlečki status GRAS (ang. Generally Recognized as Safe). Pri 
konzerviranju mesa in rib so izmed naravnih konzervansov najbolj uporabljani rastlinski 
izvlečki origana, rožmarina, timijana (Patel, 2015), lovora, žajblja, cimeta, nageljnovih 
žbic in bazilike (Hassoun in Emir Çoban, 2017). Pri izbiri naravnih protimikrobnih snovi 
lahko upoštevamo tradicionalno znanje in ga inovativno uporabimo v novi obliki. Tak 
primer je kis, ki se že stoletja uporablja kot sredstvo za konzerviranje. Z namenom 
izboljšanja tehnoloških, senzoričnih in protimikrobnih lastnosti ga uporabimo v puferirani 
obliki in v kombinaciji z rastlinskimi izvlečki. 
1.1 CILJI RAZISKOVANJA 
Cilj diplomskega dela je bilo ovrednotenje protimikrobne aktivnosti rastlinskih izvlečkov 
rožmarina v kombinaciji s puferiranim kisom na bakterije rodov Pseudomonas in 
Shewanella ter ovrednotenje vpliva omenjenih pripravkov na podaljšanje obstojnosti 
filejev navadnega krapa. Z uporabo pripravkov rožmarina in puferiranega kisa smo želeli 
zmanjšati mikrobno populacijo filejev krapa za vsaj 1 log stopnjo. Za določanje 
minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) pripravkov za bakterije smo uporabili 
mikrodilucijsko metodo v bujonu. Protimikrobno delovanje pripravkov na filejih smo 
spremljali kvantitativno s standardno kultivacijsko metodo štetja kolonij na agarskih 
ploščah. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
H1: 




Izbrani izvlečki bodo zmanjšali mikrobno populacijo filejev navadnega krapa (Cyprinus 
carpio). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKROBIOLOŠKI KVAR RIB 
Kvar rib je kompleksen proces, ki vključuje fizikalne, kemijske in mikrobiološke 
spremembe. Proces kvarjenja se začne takoj po smrti rib. Začetna izguba kakovosti rib je 
primarno rezultat avtolitičnih sprememb in ni povezana z mikrobiološko aktivnostjo. 
Katabolni produkti avtolize omogočijo rast bakterijam in prispevajo k začetku 
mikrobiološkega kvara (Gram in Huss, 1996; Singh in sod., 2011). 
 
Visoka vsebnost prostih aminokislin, kratkih peptidov in drugih vodotopnih dušikovih 
spojin (Jenko in Bem, 2003) omogoča mikroorganizmom rast (Singh in sod., 2011), poleg 
tega h kvaru prispeva še kemijska oksidacija lipidov (Parlapani in sod., 2014), do katere 
pride bodisi spontano, v povezavi s prostimi maščobnimi kislinami, ali pa zaradi delovanja 
lipaz, ki nastajajo tekom mikrobiološke aktivnosti. H kvaru prispeva tudi manjša vsebnost 
vezivnega tkiva med mišičnimi vlakni, ki predstavlja prepreko za mikroorganizme, zato je 
širjenje mikrobiološkega kvara in s tem razkroj ribe hitrejši (Jenko in Bem, 2003).  
 
Kvar najpogosteje povzročajo gramnegativne bakterije. Specifični kvarljivci hlajenih 
morskih rib so bakterije vrste Shewanella putrefaciens, hlajene sladkovodne ribe 
najpogosteje kvarijo bakterije rodu Pseudomonas, nekonzervirane ribe fermentativne 
bakterije družine Vibrionaceae, hlajene ribe, pakirane v atmosfero z ogljikovim dioksidom, 
pa bakterije vrste Photobacterium phosphoreum (Gram in Dalgaard, 2002) in 
mlečnokislinske bakterije (Hassoun in Emir Çoban, 2017).  
 
Kvar običajno spremljajo spremembe fizikalnih lastnosti ribe. Pri pokvarjeni ribi lahko 
opazimo spremembe v barvi, vonju (posledica razgradnje sečnine v amoniak ter pri 
nekaterih vrstah rib redukcije trimetilamin oksida (TMAO) v trimetilamin (TMA)), 
teksturi, barvi oči in škrg ter mehčanje mišičnega tkiva (Singh in sod., 2011; Li in sod., 
2018). Mikroorganizmi v z beljakovinami bogatih živilih najprej porabijo proste 
aminokisline, kratke peptide in nukleotide. Ko izkoristijo vse vire dostopnega 
beljakovinskega dušika, nastali produkti preidejo v celice, kjer se presnavljajo. Ob 
prisotnosti encimov dekarboksilaz se sproži proces – aminokislinska dekarboksilacija, pri 
čemer nastajajo tudi biogeni amini. Ti lahko povzročajo zastrupitve, preobčutljivostne 
reakcije in v velikih količinah grenak okus (Bauer, 2003). 
 
Mikrobiota rib močno zavisi od mikrobiološke slike okolja, v katerem se nahaja, 
temperature (Frazier in Westhoff, 1978; Sterniša in sod., 2016), vrste ribe (Frazier in 
Westhoff, 1978), sistema proizvodnje, bližine naselij in kmetijskih zemljišč, hranjenja rib 
in skladiščenja (Sterniša in sod., 2016) ter ravnanja z njimi po ulovu (Singh in sod., 2011). 
Sveže ujete ribe imajo nizko koncentracijo prisotnih bakterij, razen v površinski sluzi, 
škrgah in črevesju. Rezultati raziskave Mahmoud in sod. (2004) kažejo, da je na koži 
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navadnega krapa število bakterij povprečno 3,76 log CFU/cm2, na škrgah in v črevesju pa 
5,23 log CFU/cm2 in 6,93 log CFU/g. Po smrti ribe začnejo bakterije prodirati v meso, 
proizvajajo nezaželene spojine ter povzročajo kvar (Singh in sod., 2011).  
 
Običajno mikrobioto rib zmerno toplih voda sestavljajo predvsem psihrotrofne 
gramnegativne paličaste bakterije, kot so bakterije rodov Acinetobacter, Flavobacterium, 
Pseudomonas, Moraxella, ter družine Vibrionaceae (Mahmoud in sod., 2004), med 
skladiščenjem pa najpogosteje prevladajo bakterije rodu Pseudomonas in S. putrefaciens 
(Gram in Huss, 1996). Na škrgah, koži in črevesju krapa najdemo bakterije rodov 
Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Moraxella in 
Pseudomonas, ter družin Enterobacteriaceae in Vibrionaceae (Mahmoud in sod., 2004). V 
raziskavi Zhang in sod. (2015) je bila mikrobiota navadnega krapa sprva zelo raznolika, 
sestavljena iz rodov bakterij Acinetobacter (52,8 %), Moraxella (13,2 %), 
Chryseobacterium (3,8 %), Microbacterium (3,8 %), Kocuria (3,8 %), Pseudomonas 
(3,8 %), Sphingomonas (3,8 %), Brevundimonas (3,8 %), Enhydrobacter (3,8 %), 
Xanthomonas (1,9 %), Arthrobacter (1,9 %), Vogesella (1,9 %) in Dermacoccus (1,9 %). 
Po 4. dnevu skladiščenja v atmosferi s kisikom so identificirali le še rodove Pseudomonas 
(67,4 %), Aeromonas (21,7 %), Shewanella (4,3 %), Macrococcus (4,3 %) in 
Acinetobacter (2,2 %), po 8. dnevu skladiščenja je popolnoma prevladal rod Pseudomonas 
– identificirali so naslednje vrste: P. deceptionensis, P. fragi in P. psychrophila. 
2.1.1 Bakterije rodu Pseudomonas 
Bakterije rodu Pseudomonas so gramnegativne, ubikvitarne, obligatno aerobne bakterije. 
Zaradi njihovih kompleksnih encimskih sistemov so prilagojene na različne pogoje in jih 
najdemo v zemlji, vodi, na rastlinah, živalskih tkivih, hrani (meso, ribe, zelenjava, mleko) 
itd. (Caldera in sod., 2016). Ta rod bakterij vključuje psihrofilne in psihrotrofne vrste 
(Adamič in sod., 2003), ki so pogosto vpletene v razgradnjo in kvar hlajenih živil (Caldera 
in sod., 2016). Bakterije tega rodu sintetizirajo številne hidrolitične encime (proteolitične, 
amilolitične, lipolitične, pektinolitične) in/ali pigmente, ki vplivajo na obstojnost živil 
(Caldera in sod., 2016), kvar pa se kaže tudi kot pojav sluzi na površini, ter žarkost – 
slednja je posledica oksidacije maščob (Adamič in sod., 2003). Za bakterije rodu 
Pseudomonas je značilno zelo hitro razmnoževanje pri nizkih temperaturah (0 – 7 °C). 
Optimalna temperatura rasti je pri 20 – 30 °C, sposobne pa so rasti tudi pri temperaturah do 
-6 °C. Rastejo pri visokih vrednostih aktivnosti vode (aw = 0,97 – 0,98) ter pri pH 
vrednostih nad 4,5 (Adamič in sod., 2003). Izmed gramnegativnih bakterij je rod 
Pseudomonas, še posebej patogena vrsta P. aeruginosa, najmanj občutljiv na delovanje 
rastlinskih izvlečkov (Burt, 2004). Med psevdomonadami je vrsta P. fragi ena izmed 
najbolj pomembnih bakterij, ki povzročajo kvar surovih živil, predvsem mesa in mleka 
(Ercolini in sod., 2010). Za rod Pseudomonas je značilna sinteza številnih hlapnih spojin – 
aldehidov, ketonov, estrov in sulfidov (Gram in Huss, 1996; Parlapani in sod., 2015) ter 
toplotno obstojnih lipolitičnih in proteolitičnih encimov, zaradi katerih kvarijo tudi 
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toplotno obdelana živila (Ercolini in sod., 2010; Caldera in sod., 2016). Za vrsto P. fragi je 
značilna sinteza estrov, katerih aroma spominja na sadje (Gram in Huss, 1996; Parlapani in 
sod., 2015). 
2.1.2 Bakterije rodu Shewanella 
Bakterije rodu Shewanella so gramnegativne, ravne ali zakrivljene ter negibljive palčke 
(Adamič in sod., 2003). Rod zajema tako psihrofilne kot mezofilne vrste. Prisotne so v 
vodnih in morskih področjih. Kvarijo predvsem hlajena beljakovinska živila ter so 
oportunistični patogeni za ljudi in živali (Beaz-Hidalgo in sod., 2015). S. putrefaciens je 
odgovorna za kvar rib zmernega geografskega pasu (Jenko in Bem, 2003). Bakterija je 
sposobna redukcije TMAO, pri čemer se kot eden izmed metabolnih produktov razkroja 
rib tvori TMA, za katerega je značilen zelo izrazit vonj po starih ribah (Jenko in Bem, 
2003; Beaz-Hidalgo in sod., 2015). Prav tako je za bakterije tega rodu značilna sinteza 
plina H2S iz aminokisline L-cistein (Gram in Huss, 1996), zato jih na železovem agarju po 
inkubaciji opazimo kot črno obarvane kolonije. Sposobnost redukcije TMAO in sinteze 
H2S jih razlikuje od bakterij rodu Pseudomonas (Hozbor in sod., 2004). 
2.2 UPORABA NARAVNIH IZVLEČKOV ZA PODALJŠANJE OBSTOJNOSTI MESA 
RIB 
Zahteve današnjih potrošnikov se nagibajo k uporabi svežih in varnih živil s sprejemljivo 
ceno, zato se z namenom zagotavljanja svežine, ohranjanja hranilne vrednosti živil in 
podaljševanja njihovega roka uporabnosti poslužujemo t.i. tehnologije ovir. Te vključujejo 
uporabo različnih postopkov, kot so znižanje temperature, vrednosti aw
 in pH, različne 
tehnike konzerviranja in pakiranja ter uporabo naravnih ali umetnih konzervansov 
(Sterniša in sod., 2016).  
2.2.1 Protimikrobno delovanje rastlinskih izvlečkov 
Rastlinske izvlečke sestavljajo protimikrobne sestavine, ki lahko pomembno vplivajo na 
podaljšanje roka obstojnosti živila, če jih uporabimo samostojno ali v kombinaciji z 
drugimi tehnikami konzerviranja (Mahmoud in sod., 2004). Delimo jih v več skupin: fenoli 
in polifenoli (enostavni fenoli in fenolne kisline, kinoloni, flavoni, flavonoli in flavonoidi, 
tanini), terpenoidi in eterična olja, alkaloidi, lektini in polipeptidi (Klančnik in sod., 2009). 
Spojine z najučinkovitejšim protimikrobnim delovanjem so fenolne spojine, ki imajo na 
benzenov obroč vezano hidroksilno skupino (Mahmoud in sod., 2004). Njihova sestava je 
odvisna od geografskega porekla rastline, zrelosti, sorte, dela rastline, in se lahko pri isti 
rastlini razlikuje že med sezonami (Burt, 2004; Piskernik, 2008). Našteti dejavniki 
pomembno vplivajo na njihovo protimikrobno učinkovitost. 
 
Protimikrobni učinek posameznega izvlečka je odvisen od komponent, ki ta izvleček 
sestavljajo. Zaradi prisotnosti različnih kemijskih spojin v rastlinskih ekstraktih njihovo 
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protimikrobno delovanje ni omejeno le na en sam mehanizem delovanja, temveč lahko 
različne komponente delujejo na različnih delih mikrobne celice ter prispevajo k 
poškodbam citoplazemske membrane in/ali membranskih proteinov, lahko povzročijo 
iztekanje celične vsebine, koagulacijo citoplazme, motnje v delovanju proton motorne sile, 
poškodbe genetskega materiala mikrobne celice itd. (Burt, 2004; Mahmoud in sod., 2004).  
 
Številni rezultati raziskav so pokazali velik potencial rastlinskih izvlečkov kot 
funkcionalne sestavine v predelavi mesa in rib (Patel, 2015). Rezultati analiz, ki so jih 
izvedli Mahmoud in sod. (2004), kažejo, da imajo fenolne sestavine eteričnih olj, zlasti 
timol in karvakrol, ter aromatski aldehid, cinemaldehid, močan protimikrobni učinek na 
prevladujoče mikroorganizme navadnega krapa, sploh, če so uporabljene v kombinaciji. 
Učinkovitost naravnih rastlinskih pripravkov pri konzerviranju rib je odvisna od vsebnosti 
maščob ribe, saj visok delež le-teh ščiti bakterije pred protimikrobnimi snovmi (Burt, 
2004; Hassoun in Emir Çoban, 2017). Npr. izvleček origana (0,5 μL/g) deluje bolj 
protimikrobno na eno od pogostih bakterijskih kvarljivcev rib P. phosphoreum na primeru 
fileja trske, kot na primeru fileja lososa, ki je bolj mastna riba (Mejholm in Dalgaard, 2002; 
Burt, 2004). Tretiranje hlajenih filejev navadnega krapa s cimetovim protimikrobnim 
pripravkom zniža število bakterij rodu Pseudomonas in H2S proizvajajočih bakterij (Zhang 
in sod., 2017). Pyrgotou in sod. (2010) poročajo o podaljšanju obstojnosti filejev šarenke z 
uporabo pripravka origana, ki je znižal število mlečnokislinskih bakterij, H2S 
proizvajajočih bakterij, patogenih enterobakterij in Pseudomonas spp. Prav tako sta se 
zmanjšali vrednosti skupnega in trimetilaminskega dušika. Li in sod. (2012) so z uporabo 
izvlečkov rožmarina za 6 – 8 dni podaljšali obstojnost navadnega koreslja. 
2.2.2 Pripravki iz rožmarina in puferiranega kisa 
Rožmarin je pomembna začimba, značilna za sredozemsko kuhinjo. Spada v družino 
ustnatic (Lamiaceae). Zaradi protimikrobnega delovanja je v živilstvu široko uporabljena 
rastlina. Zanj je značilno antioksidativno, protivnetno, protirakavo in protimikrobno 
delovanje, prav tako je zelo uporaben konzervans v proizvodnji mesa in rib (Gao in sod., 
2014). Sestavine izvlečkov rožmarina (Rosmarinus officinalis L.) z največjo protimikrobno 
aktivnostjo so karnozol, karnozolna kislina in rožmarinska kislina (Gao in sod., 2014), 
največ pa je 1,8-cineola, α-pinena, bornil-acetata, limonena (Burt, 2004; Rivera Calo in 
sod., 2015). Po navedbah Ribeiro-Santos in sod. (2015) je rožmarin učinkovit pri 
inhibiranju nekaterih patogenih mikroorganizmov (Staphylococcus aureus, Bacillus 
cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Listeria 
monocytogenes, idr.), zato lahko z njegovo uporabo zmanjšamo tveganje za pojav 
zastrupitev s hrano. 
 
Kis se zaradi protimikrobnega delovanja že stoletja uporablja kot sredstvo za konzerviranje 
(Badvela in sod., 2016). Organske kisline so sposobne prodreti skozi celično membrano 
bakterijske celice ter zakisati celično vsebino. Velika količina šibkih kislin v anionski 
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obliki se akumulira v citoplazmi ter povzroči osmotski učinek na bakterijsko celico in 
sproži metabolne procese v citoplazmi. Ocetna kislina ima status GRAS (Desai in sod., 
2014). Nizka pH vrednost kisa (med 2,0 in 3,0) predstavlja oviro pri uporabi na mesu in 
mesnih izdelkih, saj lahko negativno vpliva na fizikalne in senzorične lastnosti mesa. Ta 
problem rešujemo s puferiranjem kisa. Puferiran kis v primerjavi z nepuferiranim nima 
tako ostrega vonja, ima manj negativnih vplivov na okus in aromo končnega produkta, 
prav tako se ga lahko za dosego enakega učinka uporabi v nižjih koncentracijah (Badvela 
in sod., 2016). 
 
Puferiran kis je vzbudil pozornost predvsem v mesni industriji, saj je pomembno prispeval 
k zmanjšanju rasti bakterije L. monocytogenes v mesnih in perutninskih gotovih izdelkih za 
takojšnjo porabo (ang. »ready-to-eat«) (Badvela in sod., 2016). Desai in sod. (2014) so s 
kombinacijo 1,0 % pripravka puferiranega kisa in pakiranja v atmosferi s 100 % CO2 
podaljšali obstojnost piščančjega mesa za 12 – 20 dni, pri čemer se kakovost in senzorične 
lastnosti preučevanega živila nista spremenili.  
2.2.3 Načini uporabe in izzivi pri uporabi rastlinskih učinkovin 
Najpogostejša oblika uporabe rastlinskih izvlečkov je direktno tretiranje živila z naravnimi 
dodatki. Sledijo ji uporaba naravnih dodatkov v obliki užitnih filmov in premazov. Burt 
(2004) ter Hassoun in Emir Çoban (2017) v svojih delih navajajo kar nekaj slabosti pri 
načinu direktnega nanosa rastlinskih učinkovin na živilo, in sicer: da dosežemo enak 
protimikrobni učinek, kot pri in vitro poskusu uporabe, je potrebno pri uporabi na živilu 
uporabiti višje koncentracije dodatka; uporaba v (pre)visokih koncentracijah lahko 
povzroči negativne senzorične spremembe na živilu, njihova uporaba lahko celo izzove 
alergijske reakcije, in naravni dodatki bolje delujejo v vodnem mediju, zato lahko visoke 
vsebnosti maščob in/ali proteinov omejijo njihovo delovanje. 
 
Neželene senzorične spremembe lahko omejimo ali preprečimo z ustreznim izborom 
dodatkov glede na vrsto živila ter z uporabo tehnik odstranjevanja vonjav. Lahko jih 
uporabimo tudi v obliki nano- ali mikroemulzij, katere naj bi izboljšale senzorično 
kakovost in svežino rib ter celo protimikrobni in antioksidativni učinek. Inkapsulacija 
rastlinskih protimikrobnih snovi v emulzije lahko poveča stabilnost hlapnih komponent, saj 
jih ščitijo pred interakcijami s sestavinami živila (Hassoun in Emir Çoban, 2017).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA 
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3.2 MATERIAL 
3.2.1 Snovi s protimikrobnim delovanjem 
V eksperimentalnem delu smo uporabili tri komercialne pripravke – izvleček rožmarina 
(Inolens 4), puferiran kis (Buffered vinegar) in njuno kombinacijo (SyneROX MB). 
Pripravke smo pridobili v sodelovanju s podjetjem Vitiva d.d., Markovci, Slovenija. 
 
Založno raztopino izvlečka rožmarina in njegove kombinacije smo pripravili v 70 % 
etanolu v tako visoki koncentraciji, da koncentracija etanola v delovni raztopini ni presegla 
2 %. Puferiran kis smo raztopili v destilirani vodi v potrebni koncentraciji in sterilizirali s 
filtracijo. 
3.2.2 Bakterije 
Za testiranje protimikrobne učinkovitosti pripravkov smo uporabili seve P. fragi ŽM648 in 
P. psychrophila ŽM652, S. putrefaciens ŽM654 in S. xiamenensis ŽM655 iz zbirke 
Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in 
varnost živil na Oddelku za živilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani.  
3.2.3 Model živila in živilo 
Model živila smo pripravili iz mesa navadnega krapa, ki smo ga kupili v lokalni trgovini. 
Meso smo homogenizirali s peptonsko vodo ¼ moči v razmerju 1:5. Homogenizat smo 
prefiltrirali skozi tri plasti gaze ter ga sterilizirali z avtoklaviranjem (121 °C, 1,1 bar, 
15 min). Po ohladitvi na sobno temperaturo smo model alikvotirali in shranili na -20 °C do 
uporabe. Dan pred uporabo smo potreben volumen modela čez noč odtajali v hladilniku. 
 
Protimikrobno učinkovitost pripravkov smo preučevali na filejih navadnega krapa. Krapi 
so bili kupljeni pri lokalnem proizvajalcu akvakulture iz Českih Budějovic in pripravljeni 
za analize na Inštitutu za akvakulturo in zaščito voda (Institute of Aquaculture and 
Protection of Waters, Faculty of Fisheries and Protection of Waters, University of South 
Bohemia). Fileji so bili isti dan prepeljani v Laboratorij za živilsko mikrobiologijo 
Biotehniške fakultete, kjer smo opravili analize. 
3.2.4 Mikrobiološka gojišča 
Mikrobiološka gojišča, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, so navedena v 
Preglednici 1. 
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Preglednica 1: Mikrobiološka gojišča, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu 
Gojišče Sestava Priprava 
Gojišče za določanje 
skupnega števila 
mikroorganizmov (PCA; 
ang. Plate Count Agar) 
(Merck, Nemčija) 
Encimsko razgrajen kazein (5,0 
g/L), kvasni ekstrakt (2,5 g/L), 
D(+) glukoza (1,0 g/L) in agar 
(14,0 g/L).  
22,5 g praška smo raztopili v 1 L destilirane 
vode, dobro premešali in sterilizirali v 
avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po 
sterilizaciji smo gojišče aseptično razlili v 
sterilne petrijevke. Petrijevke z gojiščem 
smo do uporabe hranili v hladilniku. 
Železov agar z natrijevim 
tiosulfatom in L-
cisteinom (IA; ang. Iron 
Agar) (Gram in sod., 
1987) 
Pepton (20 g/L) (Biolife, Italija), 
mesni ekstrakt (3 g/L) (Biolife, 
Italija), kvasni ekstrakt (3 g/L) 
(Biolife, Italija), železov citrat 
(0,3 g/L) (Sigma Aldrich, ZDA), 
natrijev tiosulfat (0,3 g/L) 
(Acros Organics, Belgija), 
natrijev klorid (5 g/L) (Merck, 
Nemčija), agar (12 g/L) (Biolife, 
Italija) in L-cistein (0,4 g/L) 
(Sigma Aldrich, ZDA). 
Sestavine smo preračunali za 0,750 L in jih 
raztopili v 0,750 L destilirane vode, dobro 
premešali in sterilizirali v avtoklavu 
(121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji 
smo gojišče aseptično razlili v sterilne 
petrijevke. Petrijevke z gojiščem smo do 
uporabe hranili v hladilniku. 
Pseudomonas agar z 
dodatkom CFC 
Pseudomonas Supplement 
(cefalotin - fusidinska 
kislina – cetrimid agar) 
(Biolife, Italija) 
Pankreasni presnovek želatine 
(16 g/L), kislinsko razgrajen 
kazein (10 g/L), magnezijev 
klorid (1,4 g/L), kalijev sulfat 
(10 g/L), agar (11,5 g/L) in 
dodatek CFC Pseudomonas 
Supplement (antibiotik cefalotin 
+ 2 mL 50 % etanol). 
24,5 g praška smo raztopili v 0,500 L 
destilirane vode, dobro premešali in 
sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 
15 min). Po sterilizaciji smo gojišče ohladili 
na 50 °C in aseptično dodali CFC 
Pseudomonas dodatek. Nato smo gojišče 
aseptično razlili v sterilne petrijevke. 
Petrijevke z gojiščem smo do uporabe 
hranili v hladilniku. 
Tripton soja agar (TSA; 
ang. Tryptic Soy Agar) 
(Biolife, Italija) 
Pankreasni presnovek kazeina 
(15,0 g/L), encimsko razgrajena 
soja (5,0 g/L), natrijev klorid 
(5,0 g/L) in agar (15,0 g/L). 
40,0 g pripravka smo raztopili v 1 L 
destilirane vode, dobro premešali in 
sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 
15 min). Po sterilizaciji smo gojišče 
aseptično razlili v sterilne petrijevke. 
Petrijevke z gojiščem smo do uporabe 
hranili v hladilniku. 
Tripton soja bujon (TSB; 
ang. Tryptic Soy Broth) 
(Biolife, Italija) 
Pankreasni presnovek kazeina 
(17 g/L), encimsko razgrajena 
soja (3,0 g/L), natrijev klorid 
(5,0 g/L), dikalijev hidrogen 
fosfat (2,5 g/L) in glukoza (2,5 
g/L). 
30,0 g pripravka smo raztopili v 1 L 
destilirane vode, dobro premešali in 
sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 
15 min). Po sterilizaciji smo gojišče do 
uporabe hranili v hladilniku. 
3.2.5 Raztopine in druge kemikalije 
3.2.5.1 Fiziološka raztopina 
Za pripravo fiziološke raztopine (0,9 % raztopina NaCl v destilirani vodi) smo uporabili 
natrijev klorid (Merck, Nemčija) in destilirano vodo. 
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Priprava: 
8,1 g NaCl smo raztopili v 0,900 L destilirane vode, premešali in sterilizirali v avtoklavu 
(121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji smo steklenice s fiziološko raztopino in epruvete, 
katere smo pred sterilizacijo s pomočjo dispenzerja napolnili z po 9 mL fiziološke 
raztopine, hranili v hladilniku do uporabe. 
3.2.5.2 Druge kemikalije in dodatki 
Za izvedbo praktičnega dela smo uporabili še 70 % in 96 % etanol, destilirano vodo, 
peptonsko vodo (Merck, Nemčija), reagent INT (2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil 
tetrazolijev klorid; Sigma Aldrich, ZDA) v koncentraciji 2 mg/mL. 
3.2.6 Laboratorijska oprema 
Uporabljali smo naslednjo laboratorijsko opremo: avtoklav (Sutjeska, Beograd), inkubator 
(Kambič, Slovenija), homogenizator (Seward 400, Velika Britanija), homogenizator 
(Ultra-Turrax T25, Jenke & Kunkel, Nemčija), avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija), 
nastavki za pipete (Eppendorf, Nemčija), petrijeve plošče (Golias Labortehnika, 
Slovenija), laboratorijske steklenice (Duran), dispenzer (Eppendorf, Nemčija), stresalnik za 
mikrotitrske plošče (Eppendorf, Nemčija), hladilnik, vrtinčnik, tehtnica (Kern, Nemčija), 
laminarij (Iskra pio SMBC 122AV), plinski gorilnik, vrečke za homogenizator, merilni 
valj, Drigalski spatula, čaše, pinceta, nož, deska za rezanje, stojalo za epruvete, 
mikrotitrske plošče (Eppendorf, Nemčija), spektrofotometer (Perkin Elmer Lambda Bio +), 
kiveta, filter, gaza. 
3.3 METODE DELA 
3.3.1 Mikrodilucijska metoda v bujonu 
Z mikrodilucijsko metodo v bujonu smo določali vrednosti MIK izbranih pripravkov za 
bakterije. MIK smo določali v bujonu in v modelu živila. Ta naj bi bila po mnenju 
Klančnik in sod. (2010) najustreznejša, saj je metoda hitra, prav tako nam da zanesljivejše 
rezultate v primerjavi z difuzijsko metodo v agarju. Metodo smo izvedli po postopku 
Klančnik in sod. (2010, 2011). Izbrane dodatke smo testirali v koncentracijah od 6,25 do 
0,05 mg/mL. Dvakratne redčitve smo pripravili v TSB oz. v modelu živila. Analize smo 
izvedli v treh ponovitvah. 
3.3.1.1 Priprava inokuluma 
Bakterijske seve (P. fragi, P. psychrophila, S. putrefaciens, S. xiamenensis) smo 
revitalizirali iz kriovial, hranjenih pri temperaturi -80 °C na gojišču TSA, ter jih inkubirali 
(30 °C, 18 – 20 h). Za pripravo prekonočne kulture smo posamezno kolonijo prenesli v 
4 mL TSB in inkubirali (120 rpm, 30 °C, 18 – 20 h). Prekonočno kulturo smo redčili s 
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fiziološko raztopino tako, da smo pri valovni dolžini 600 nm izmerili OD (optična gostota) 
0,100. To suspenzijo smo 100-krat redčili, da smo dobili koncentracijo bakterijskih celic 
105 CFU/mL. Točno število bakterijskih kultur smo določili z metodo štetja kolonij na 
trdnem gojišču TSA. 
3.3.1.2 Izvedba mikrodilucije ter odčitanje rezultatov 
Za izvedbo metode smo uporabili mikrotitrske ploščice, ki so vsebovale po 96 sterilnih 
mest. V prve vrstice smo odpipetirali 100 μL delovne raztopine protimikrobnega pripravka. 
V naslednje vrstice smo odpipetirali 50 μL gojišča TSB oz. modela živila. Dvakratno 
redčenje protimikrobnih pripravkov smo izvedli tako, da smo iz prve vrstice prenesli 50 μL 
delovne raztopine v drugo vrstico in vsebino premešali. Postopek smo nadaljevali do 
zadnje vrstice, kjer smo po mešanju 50 μL suspenzije zavrgli. V vsako luknjico smo nato 
dodali 50 μL pripravljenega inokuluma v TSB ali modelu živila. Končni volumen v vsaki 
luknjici je bil 100 μL. Pozitivna kontrola je vsebovala 50 μL TSB ali modela živila in 
pripravljen inokulum, negativna kontrola pa le TSB ali model živila. Mikrotitrsko ploščico 
smo premešali na stresalniku mikrotitrskih plošč (650 rpm, 2 min) ter inkubirali (30 °C, 
24 h). Po inkubaciji smo v vse uporabljene prostorčke aseptično dodali po 10 μm reagenta 
INT (2 mg/mL), ki je indikator metabolne aktivnosti, ter mikrotitrsko ploščico premešali in 
nato inkubirali (1 h, 30 °C). Rezultate smo odčitali glede na spremembo barve v rdečo, pri 
čemer je prvi neobarvan prostorček v koloni predstavljal MIK za določeno bakterijsko 
kulturo v kombinaciji z določenim protimikrobnim pripravkom. MIK je najnižja 
koncentracija protimikrobnega pripravka, kjer ni vidne mikrobne rasti. 
3.3.2 Spremljanje protimikrobne učinkovitosti pripravkov na filejih navadnega 
krapa (Cyprinus carpio) 
Protimikrobno delovanje izbranih pripravkov na filejih navadnega krapa smo spremljali 
kvantitativno s standardno kultivacijsko metodo štetja kolonij. Spremljali smo rast 
mezofilnih in psihrotrofnih aerobnih bakterij, bakterij rodu Pseudomonas in H2S 
proizvajajočih bakterij ter rezultat izrazili kot log CFU/g (ena mikrobna celica ali skupek 
le-teh, iz katerih se razvije posamezna kolonija, v 1 g živila). Fileje navadnega krapa smo 
tretirali v pripravljenih raztopinah glede na Preglednico 2 v razmerju 1:1. Tretiranje je 
trajalo 20 minut. Po tretiranju smo vzorce 9 dni hranili v sterilnih vrečkah na ledu. Vzorčili 
smo na dneve 1, 3, 6 in 9. Analize smo izvedli v treh ponovitvah. 
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Preglednica 2: Tretiranje vzorcev s protimikrobnimi pripravki 
Vzorec Tretiranje 
K kontrolni vzorec (le fiziološka raztopina) 
I1 Inolens 4 v koncentraciji 1,56 mg/mL 
I3 Inolens 4 v koncentraciji 3,13 mg/mL 
PK1 Puferiran kis v koncentraciji 1,56 mg/mL 
PK3 Puferiran kis v koncentraciji 3,13 mg/mL 
M1 SyneROX MB v koncentraciji 1,56 mg/mL 
M3 SyneROX MB v koncentraciji 3,13 mg/mL 
 
3.3.2.1 Priprava matične raztopine 
V vrečke homogenizatorja smo zatehtali ~10 g vzorca, dodali 9-kratno količino fiziološke 
raztopine (v mL) ter homogenizirali v homogenizatorju (120 s, normalna hitrost).  
3.3.2.2 Nacepljanje na gojišča ter odčitanje rezultatov 
Na že vnaprej pripravljena gojišča smo aseptično nacepili po 0,1 mL vzorca (oz. ustrezno 
redčitev vzorca) ter ga razmazali z Drigalski spatulo. Sledila je inkubacija petrijevih plošč. 
 
Na gojišču PCA smo spremljali rast mezofilnih aerobnih bakterij (inkubacija: 30 °C, 3 dni) 
(ISO 4833-1) in psihrotrofnih aerobnih bakterij (inkubacija: 6,5 °C, 10 dni) (ISO 17410), 
na gojišču IA rast H2S proizvajajočih bakterij (inkubacija: 25 °C, 3 dni) (Gram in sod., 
1987) in na gojišču Pseudomonas Agar z dodatkom CFC rast bakterij rodu Pseudomonas 
(inkubacija: 25 °C, 2 dni) (ISO 13720). 
 
Po inkubaciji smo prešteli kolonije ter izračunali število bakterij (N): 
 
𝑁 =  
∑ 𝐶
(𝑛1 + 0,1 ∗ 𝑛2) ∗ 𝑅
 
 
∑C … število vseh kolonij na števnih ploščah, n1 … število števnih plošč pri prvi razredčitvi, n2 … število 
števnih plošč pri drugi razredčitvi, R … faktor prve upoštevane razredčitve 
 
Rezultat smo podali kot N (log CFU/g). Pri izračunu smo upoštevali petrijevke, na katerih 
je zrastlo 15 – 300 kolonij. Za posamezen protimikrobni pripravek smo izračunali 
povprečje ter standardni odklon. 
 
… (1) 
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A) B)  
Slika 2: Kolonije bakterij rodu Pseudomonas na selektivnem gojišču Pseudomonas agar z dodatkom CFC 
(A); Kolonije H2S proizvajajočih bakterij (črno obarvane kolonije) na selektivnem gojišču železov agar (B) 
 
3.3.3 Analiza rezultatov 
Rezultate smo analizirali v programu IBM SPSS Statistics V23 (ZDA). MIK vrednosti smo 
primerjali z neparametričnim Mann-Whitney U testom ter vrednosti spremljanja 
mikrobiološke obstojnosti z analizo variance (ANOVA) in post hoc Tukey testom. Za oba 
testa je bila stopnja značilnosti 0,05. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 DOLOČANJE MINIMALNIH INHIBITORNIH KONCENTRACIJ (MIK) 
PROTIMIKROBNIH PRIPRAVKOV 
Minimalne inhibitorne koncentracije izbranih pripravkov smo določili na osnovi njihovega 
protimikrobnega delovanja na bakterijske seve P. fragi, P. psychrophila, S. putrefaciens in 
S. xiamenensis. Vrednosti MIK smo določali v bujonu ter v modelu živila, rezultati so 
predstavljeni v Preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Protimikrobna učinkovitost izbranih pripravkov na seve bakterij rodov Pseudomonas in 
Shewanella v bujonu in modelu živila, izražena kot MIK (mg/mL) in določena z mikrodilucijsko metodo v 
bujonu 
Bakterijski sev 
Vrednost MIK za posamezen protimikrobni pripravek (mg/mL) 
Inolens 4 Puferiran kis SyneROX MB 
Bujon Model živila Bujon Model živila Bujon Model živila 
P. fragi 1,56Aa 1,56Aa 3,13Aa 3,13Aa 3,13Aa 3,13Aa 
P. psychrophila 1,56Aa 3,13Bb 3,13Aa 3,13Aa 3,13Aa 6,25Bb 
S. putrefaciens 0,78Ab 0,78Ac 6,25Ab 1,56Bb 3,13Aa 1,56Bc 
S. xiamenensis 0,39Ac 1,56Ba 6,25Ab 3,13Ba 3,13Aa 1,56Bc 
Različna velika črka pomeni statistično značilno razliko med vrednostmi MIK v bujonu in modelu živila za 
posamezni mikroorganizem pri posameznem dodatku. Različna majhna črka pomeni statistično značilno 
razliko med vrednostmi MIK med mikroorganizmi. 
 
Dobljene vrednosti MIK so bile v obsegu 0,39 – 6,25 mg/mL za bakterije rodu Shewanella, 
ter v obsegu 1,56 – 6,25 mg/mL za bakterije rodu Pseudomonas. Najboljši protimikrobni 
učinek smo dosegli s koncentracijama pripravkov 1,56 mg/mL in 3,13 mg/mL. Najnižje 
vrednosti MIK smo določili za ekstrakt rožmarina (Inolens 4) – med 0,39 in 1,56 mg/mL v 
bujonu in med 0,78 in 3,13 mg/mL v modelu živila. Seva bakterij rodu Shewanella sta bila 
na ta pripravek občutljivejša od sevov bakterij rodu Pseudomonas. Za puferiran kis so bile 
vrednosti MIK med 1,56 in 6,25 mg/mL. Vrednosti MIK za seva bakterij rodu 
Pseudomonas so bile v bujonu in modelu živila enake, medtem ko so bile vrednosti MIK 
za seva bakterij rodu Shewanella v modelu živila znatno nižje v primerjavi z bujonom. V 
bujonu so bile vrednosti MIK za pripravek kombinacije rožmarina in puferiranega kisa 
(SyneROX MB) za vse testirane seve enake, v modelu živila sta bila najobčutljivejša seva 
S. putrefaciens in S. xiamenensis. Vrednosti MIK za ta pripravek so bile med 1,56 in 
6,25 mg/mL.  
 
Glede na dobljene vrednosti MIK so uporabljeni pripravki delovali bolj zaviralno na seva 
bakterij rodu Shewanella, kot na seva bakterij rodu Pseudomonas. Za sev P. fragi smo 
opazili enak zaviralni učinek posameznih pripravkov tako v bujonu kot v modelu živila. 
Najboljše protimikrobno delovanje na ta sev smo določili za ekstrakt rožmarina, med 
puferiranim kisom in kombinacijo rožmarina in puferiranega kisa ni bilo razlike v 
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vrednosti MIK. Za sev P. psychrophila smo določili višje vrednosti MIK kot pri sevu 
P. fragi. Najnižjo vrednost MIK za sev P. psychrophila smo določili za pripravek 
rožmarina v bujonu, najnižjo v modelu živila pa za kombinacijo rožmarina in puferiranega 
kisa. Najnižjo vrednost MIK smo določili za ekstrakt rožmarina na sev S. xiamenensis v 
bujonu, v modelu živila pa je bila vrednost MIK za ta isti sev za 4-krat višja. Vrednosti 
MIK za ta sev so za pripravka puferiran kis in kombinacijo le-tega z rožmarinom v modelu 
živila višje kot v bujonu. Tudi za sev S. putrefaciens smo za pripravka puferiran kis in 
kombinacijo puferiranega kisa in rožmarina dobili nižje vrednosti MIK v modelu živila v 
primerjavi z bujonom, za pripravek rožmarina pa sta bili vrednosti MIK v bujonu in 
modelu živila enaki. 
 
Klančnik in sod. (2011) v svoji študiji navajajo boljši protimikrobni učinek fenolnih 
ekstraktov rožmarina v laboratorijskem gojišču v primerjavi z modelom živila. V omenjeni 
študiji so uporabili komercialne ekstrakte rožmarina s 40 % oz. 70 % karnozolne kisline 
kot glavne fenolne spojine, model živila je bilo med drugimi tudi mleto meso. Testirani so 
bili sevi E. coli in L. monocytogenes v koncentracijah inokuluma 103 oz. 107 CFU/mL. 
MIK vrednosti ekstrakta s 40 % karnozolne kisline so znašale 0,31 – 10,00 mg/mL za seve 
E. coli in 0,02 – 1,25 mg/mL za seve L. monocytogenes. MIK vrednosti ekstrakta s 70 % 
karnozolne kisline pa so znašale 0,31 – 10,00 mg/mL za seve E. coli in 0,01 – 0,63 mg/mL 
za seve L. monocytogenes. Razlike v naših vrednostih MIK v primerjavi z raziskavo 
Klančnik in sod. (2011) so posledica uporabe drugačnih vrst mikroorganizmov, razlik v 
občutljivosti mikroogranizmov na uporabljene pripravke, značilnosti uporabljenih 
pripravkov ter velike raznolikosti v kemijski sestavi uporabljenih pripravkov (Pesavento in 
sod., 2015; Ribeiro-Santos in sod., 2015).  
V študiji Klančnik in sod. (2010), kjer so z mikrodilucijsko metodo določali vrednosti MIK 
komercialnih ekstraktov rožmarina za seve B. cereus, S. aureus in L. monocytogenes, so 
bile MIK vrednosti za pripravke z glavno fenolno komponento karnozolna kislina nižje od 
naših (0,039 – 0,313 mg/mL), vrednosti MIK za pripravke, kjer je bila glavna fenolna 
komponenta rožmarinska kislina, pa za sev B. cereus primerljive z našimi dobljenimi 
vrednostmi (1,25-2,5 mg/mL), za seva S. aureus in L. monocytogenes pa višje od naših 
vrednosti (5,0 – 10,0 mg/mL).  
Mahmoud in sod. (2004) so v raziskavi preučevali vpliv sestavin naravnih izvlečkov (alil 
izotiocianat, karvakrol, cinemaldehid, citral, evgenol, izoevgenol, linalol, timol, česen) v 
koncentracijah 1 % oz. 2 % na podaljšanje obstojnosti navadnega krapa. Glede na njihove 
rezultate so za bakterije rodu Pseudomonas vrednosti MIK znašale 0 – 24,0 mm. Vrednosti 
MIK so določali z difuzijsko metodo, zato njihovi rezultati niso primerljivi z našimi. 
Gómez-Estaca in sod. (2010) so preučevali protimikrobno delovanje naravnih izvlečkov, 
med njimi tudi rožmarina, na seve izbranih bakterij ter na modelu živila (riba). S 
kvalitativnimi testi so ugotovili, da bakterije Pseudomonas spp. sodijo med najbolj 
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odporne bakterije, saj izvlečki rožmarina niso zavrli rasti sevov P. aeruginosa ter P. 
fluorescens, so pa nekoliko inhibirali seve S. putrefaciens ter delno zavrli rast mikrobiote 
modela živila. 
Za puferiran kis vrednosti MIK nismo našli, zato naših rezultatov ne moremo primerjati z 
ostalimi raziskavami. Obstajajo pa raziskave na temo protimikrobnega delovanja kisa. Ena 
takih je študija Lingham in sod. (2012), kjer so z difuzijsko metodo določali vrednosti MIK 
za 5 % kis, model živila so bili fileji soma. Kis je najbolje inhibiral rast bakterij S. 
putrefaciens (10 – 15 mm), inhibicijska cona za P. fragi pa je bila 8 – 10 mm. 
4.2 SPREMLJANJE OBSTOJNOSTI FILEJEV NAVADNEGA KRAPA, TRETIRANIH 
Z IZBRANIMI PROTIMIKROBNIMI PRIPRAVKI 
Spremljali smo obstojnost filejev navadnega krapa, tretiranih s tremi različnimi naravnimi 
pripravki – z ekstraktom rožmarina, puferiranim kisom in njuno mešanico. Na filejih smo 
spremljali rast štirih skupin bakterij, in sicer mezofilnih in psihrotrofnih aerobnih bakterij, 
bakterij rodu Pseudomonas in H2S proizvajajočih bakterij. Pripravke smo uporabili v 
koncentracijah 3,13 mg/mL in 1,56 mg/mL. Obstojnost filejev navadnega krapa smo 
spremljali po 1., 3., 6. in 9. dnevu skladiščenja pri temperaturi 5 °C. Rezultati v obliki 
grafov so predstavljeni na Slikah 3 – 6, podrobnejši rezultati so priloženi v Prilogi A. 
 
Po 1. dnevu skladiščenja je bilo pri kontrolnih vzorcih skupno število mezofilnih aerobnih 
bakterij 3,08 ± 0,04 log CFU/g in do 9. dne skladiščenja narastlo za več kot 3 log stopnje, 
na 6,66 ± 0,35 log CFU/g. Podobno rast smo opazili tudi pri skupnem številu psihrotrofnih 
aerobnih bakterij, kjer je število bakterij narastlo iz 3,17 ± 0,06 log CFU/g na končno 
vrednost 6,51 ± 0,49 log CFU/g po 9. dnevu skladiščenja. Sprva je bilo pri kontrolnih 
vzorcih število bakterij rodu Pseudomonas nizko (2,62 ± 0,26 log CFU/g), nato pa je po 3. 
dnevu začelo naraščati in po 9. dnevu skladiščenja doseglo 6,42 ± 0,05 log CFU/g. Na 
začetku rasti H2S proizvajajočih bakterij nismo opazili oz. je bilo njihovo število nizko, saj 
po 1. dnevu vzorčenja njihovega števila pri kontrolnih vzorcih nismo mogli določiti, nato 
pa je njihovo število strmo narastlo iz 2,30 ± 0,52 log CFU/g po 3. dnevu skladiščenja na 
končno vrednost 5,09 ± 0,10 log CFU/g po 9. dnevu skladiščenja. Po 9. dnevu skladiščenja 
skupno število aerobnih bakterij pri nobenem od kontrolnih vzorcev ni preseglo 7,00 log 
CFU/g. 
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Slika 3: Protimikrobno delovanje pripravkov na mezofilne aerobne bakterije; K – kontrolni vzorec, I3 - 
Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran 
kis (1,56 mg/mL), M3 – SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 mg/mL) 
 
Slika 3 prikazuje protimikrobno delovanje pripravkov na mezofilne aerobne bakterije. Na 
to skupino bakterij sta najbolje delovala pripravka PK3 in M3. Pri pripravku PK3 vidimo, 
da zavira rast bakterij do 6. dne vzorčenja, nato njihovo število naraste, vendar je bila 
končna koncentracija mezofilnih aerobnih bakterij za okoli 1,2 log stopnje nižja od tiste pri 
kontrolnem vzorcu. Po prvih dneh skladiščenja smo opazili zaviralni učinek tudi za vse 
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Slika 4: Protimikrobno delovanje pripravkov na psihrotrofne aerobne bakterije; K – kontrolni vzorec, I3 - 
Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran 
kis (1,56 mg/mL), M3 – SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 mg/mL) 
 
 
Protimikrobno delovanje pripravkov na psihrotrofne aerobne bakterije prikazuje Slika 4. 
Tako kot pri mezofilnih aerobnih bakterijah smo tudi pri psihrotrofnih aerobnih bakterijah 
najboljši protimikrobni učinek dosegli s pripravkoma PK3 in M3. Dodatek I3 je sprva zelo 
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Slika 5: Protimikrobno delovanje pripravkov na bakterije rodu Pseudomonas; K – kontrolni vzorec, I3 - 
Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran 
kis (1,56 mg/mL), M3 – SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 mg/mL) 
 
Slika 5 prikazuje protimikrobno delovanje izbranih pripravkov na bakterije Pseudomonas. 
Podobno kot pri delovanju proti mezofilnim in psihrotrofnim bakterijam po svoji 
protimikrobni učinkovitosti odstopata pripravka PK3 in M3. Končne vrednosti števila 
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Slika 6: Protimikrobno delovanje pripravkov na H2S proizvajajoče bakterije; K – kontrolni vzorec, I3 - 
Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 mg/mL), PK3 – puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – puferiran 
kis (1,56 mg/mL), M3 – SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 mg/mL) 
 
Slika 6 prikazuje protimikrobno delovanje pripravkov na H2S proizvajajoče bakterije. V 
prvih dneh skladiščenja je bilo njihovo število zelo nizko, v nekaj primerih po 1. dnevu 
skladiščenja njihovega števila nismo mogli določiti, nato pa je njihovo število tekom 
skladiščenja narastlo. V primerjavi z ostalimi skupinami bakterij, katere smo določali, je 
bila njihova prisotnost na živilu za okoli 1 log stopnjo nižja. Najučinkovitejše 
protimikrobno delovanje sta tudi v tem primeru izkazala pripravka PK3 in M3, ki sta 
znižala njihovo število za okoli 1,5 log stopnje. 
 
Izbrane koncentracije dodatkov so se izkazale za učinkovite tudi pri aplikaciji na filejih 
krapa. Uporabljeni pripravki so po 6. dnevu skladiščenja znižali skupno število aerobnih 
bakterij za približno 1 log stopnjo v primerjavi s kontrolo, z izjemo pripravkov I1 in M1, 
kjer smo opazili nekoliko slabše protimikrobno delovanje. Po 9. dnevu skladiščenja je bilo 
skupno število aerobnih bakterij v večini vzorcev še vedno nižje kot v kontrolnih vzorcih, 
vendar bi se lahko po tem času skladiščenja pojavile tudi druge oblike kvara. Najboljši 
protimikrobni učinek smo dosegli s pripravkoma puferiran kis in kombinacije puferiranega 
kisa ter ekstrakta rožmarina v koncentraciji 3,13 mg/mL. Omenjena pripravka sta znižala 
skupno število aerobnih bakterij za več kot 1 log stopnjo po 6. in tudi po 9. dnevu 
skladiščenja v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Pripravki so najbolj uspešno zavrli rast 
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Naši rezultati so primerljivi s študijama Parlapani in sod. (2014, 2015), kjer so ugotovili, 
da je rod bakterij Pseudomonas med najbolj prevladujočimi kvarljivci rib. Omenjeni študiji 
prav tako izpostavljata, da so bakterije rodu Pseudomonas primarni, H2S proizvajajoče 
bakterije pa sekundarni prevladujoči kvarljivci hlajenih rib iz toplejših voda, hranjenih v 
aerobnih pogojih. Tudi Gram in Huss (1996) v svojem delu navajata, da mikrobioto 
hlajenih rib, hranjenih v aerobnih pogojih, sestavljajo skoraj izključno bakterije 
Pseudomonas sp. in S. putrefaciens. V primerjavi z rezultati Zhang in sod. (2015), ki so 
preučevali mikrobioto filejev navadnega krapa, smo tekom skladiščenja dobili nižje 
skupno število aerobnih bakterij, prav tako bakterij rodu Pseudomonas in H2S 
proizvajajočih bakterij. 
 
Rezultati študije, katero so izvedli Desai in sod. (2014) kažejo, da kombinacija 1,0 % 
puferiranega kisa in pakiranja v 100 % atmosferi s CO2 deluje zaviralno na rast mezofilnih 
in mlečnokislinskih bakterij na piščančjem mesu, s čimer se podaljša rok uporabe 
piščančjega mesa. Podobno poročajo Badvela in sod. (2016), kjer so z aplikacijo 
puferiranega kisa na puranje meso znatno zmanjšali rast bakterije L. monocytogenes v 
primerjavi s kontrolo. Omenjajo tudi, da z uporabo puferiranega kisa na vzorcih mesa niso 
povsem zavrli rasti mezofilnih aerobnih bakterij, ampak je bila njihova rast v primerjavi s 
kontrolo, podobno kot pri naših rezultatih, manjša. 
 
Li in sod. (2012) so z uporabo ekstrakta rožmarina znatno znižali število bakterij na filejih 
navadnega koreslja. Začetno skupno število mikroorganizmov je bilo v njihovi študiji 2,84 
log CFU/g, ter je pri kontrolnem vzorcu po 10. dnevu skladiščenja narastlo do 6,97 log 
CFU/g. Vzorec, tretiran z 0,2 % ekstrakta rožmarina, je dosegel znatno nižjo končno 
vrednost števila mikroorganizmov kot kontrolni vzorec, in sicer < 5 log CFU/g. 
 
Gómez-Estaca in sod. (2010) so v svoji raziskavi preučevali tudi mikrobioto trske in 
ugotovili, da je bilo začetno skupno število bakterij 6,1 log CFU/g, ki pa je do 3. dneva 
skladiščenja narastlo na ~9 log CFU/g. Začetno število bakterij Pseudomonas spp. je bilo 
3,3 log CFU/g in niso bile prevladujoče bakterije mikrobiote trske. V primerjavi z našimi 
rezultati je bilo skupno število bakterij v raziskavi Gómez-Estaca in sod. (2010) že na 
začetku skoraj enako kot pri nas število mezofilnih oz. psihrotrofnih aerobnih bakterij po 9. 
dnevu skladiščenja. Tudi začetno število bakterij rodu Pseudomonas je bilo v naših vzorcih 
nižje kot v omenjeni raziskavi, bakterije rodu Pseudomonas so bile pri naših poskusih za 
razliko od omenjene študije prevladujoče po koncu skladiščenja.  
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5 SKLEPI 
- Rastlinski izvlečki rožmarina in puferiran kis, uporabljeni posamezno ali v 
kombinaciji, inhibirajo rast bakterij rodov Pseudomonas in Shewanella. Najnižjo 
vrednost MIK smo določili za pripravek ekstrakta rožmarina. Ta pa se pri aplikaciji 
na file ni izkazal tako učinkovito kot ostala uporabljena ekstrakta. Preučevana seva 
bakterij rodu Pseudomonas sta bila bolj odporna na naravne pripravke kot seva 
bakterij rodu Shewanella. 
 
- Izbrani ekstrakti so pomembno prispevali k zmanjšanju mikrobne populacije 
navadnega krapa. Z njihovo uporabo smo skupno število aerobnih bakterij znižali 
za približno 1 log stopnjo po 6. dnevu skladiščenja v primerjavi s kontrolnim 
vzorcem. Po 9. dnevu skladiščenja smo za večino vzorcev določili nižje vrednosti 
skupnega števila aerobnih bakterij v primerjavi s kontrolo. Na H2S proizvajajoče 
bakterije smo opazili boljšo protimikrobno aktivnost pripravkov. Najboljše 
protimikrobno delovanje pri aplikaciji na file navadnega krapa smo določili za 
puferiran kis ter kombinacijo puferiranega kisa in ekstrakta rožmarina v 
koncentracijah 3,13 mg/mL. 
Malin V. Vpliv pripravkov rožmarina … obstojnost filejev navadnega krapa (Cyprinus carpio).  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
24 
6 POVZETEK 
Navadni krap spada med najpogosteje gojene sladkovodne vrste rib. Ribe so zaradi svoje 
sestave hitro pokvarljivo živilo. Eden najpomembnejših dejavnikov kvara so 
mikroorganizmi, ki povzročijo poslabšanje kakovosti in varnosti živila. Kvar rib 
najpogosteje povzročajo gramnegativne bakterije. Hlajene sladkovodne ribe, kakršna je 
krap, najpogosteje kvarijo psihrotrofne bakterije rodov Pseudomonas in Shewanella. Kvara 
pa ne povzroča le aktivnost mikrobne populacije, temveč tudi kemijske spremembe in 
fizične poškodbe živila. 
 
Z namenom podaljšanja obstojnosti živil se poslužujemo različnih tehnik konzerviranja, ki 
jih lahko kombiniramo z naravnimi ali kemijskimi dodatki. Zaradi potencialno negativnih 
stranskih učinkov kemijskih konzervansov tako potrošniki kot pridelovalci hrane vse bolj 
težijo k uporabi naravnih protimikrobnih učinkovin. V živilstvu se pogosto kot naravni 
konzervans pri konzerviranju mesa in rib uporablja rožmarin. Manj poznana je uporaba 
puferiranega kisa ter kombinacije izvlečkov rožmarina in puferiranega kisa. 
 
V eksperimentalnem delu smo raziskovali vpliv pripravkov rožmarina in puferiranega kisa, 
uporabljenih posamezno in v kombinaciji, na mikrobiološko stabilnost filejev navadnega 
krapa ter na bakterije rodov Pseudomonas in Shewanella. Minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIK) pripravkov smo določali z mikrodilucijsko metodo v bujonu. 
Najboljše protimikrobno delovanje pripravkov smo zaznali pri koncentracijah 1,56 mg/mL 
in 3,13 mg/mL. Najnižje vrednosti MIK smo določili za ekstrakt rožmarina. Dobljene 
vrednosti MIK za pripravka puferiran kis in kombinacijo izvlečkov rožmarina in 
puferiranega kisa so se izkazale za uspešne tudi pri aplikaciji na file, medtem ko je bil 
pripravek ekstrakta rožmarina pri aplikaciji na file manj učinkovit. Protimikrobno 
delovanje izbranih pripravkov na filejih krapa smo spremljali kvantitativno s kultivacijsko 
metodo štetja kolonij na agarskih ploščah. Ugotovili smo, da z uporabo naravnih 
protimikrobnih snovi inhibiramo rast bakterij, ki prispevajo h kvaru mesa krapa. Boljši 
zaviralni učinek smo dosegli z uporabo pripravkov v višji koncentraciji (3,13 mg/mL). 
Zelo učinkovito delovanje na vse skupine preiskovanih bakterij smo zaznali pri pripravku 
puferiran kis (3,13 mg/mL), ki je znižal število bakterij za skoraj 1,5 log stopnje po 6. in 9. 
dnevu skladiščenja v primerjavi s kontrolo. Podoben protimikroben učinek smo dosegli z 
uporabo pripravka kombinacije rožmarina in puferiranega kisa (3,13 mg/mL). Ugotovili 
smo še, da je bilo protimikrobno delovanje pripravkov na H2S proizvajajoče bakterije 
uspešnejše kot na ostale skupine bakterij. 
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PRILOGE 
Priloga A: Obstojnost filejev navadnega krapa, tretiranih s protimikrobnimi pripravki, izražena v log CFU/g 
  Št. mezofilnih aerobnih bakterij Št. psihrotrofnih aerobnih bakterij Št. bakterij Pseudomonas Št. H2S producirajočih bakterij 
 





































































































































































































































Različna velika nadpisana črka pomeni statistično značilno razliko (p < 0,05) v koloni in različna mala nadpisana črka pomeni statistično značilno razliko (p < 0,05) 
v vrstici; K – kontrola, I3 – Inolens 4 (3,13 mg/mL), I1 – Inolens 4 (1,56 mg/mL), PK3 – Puferiran kis (3,13 mg/mL), PK1 – Puferiran kis (1,56 mg/mL), M3 – 
SyneROX MB (3,13 mg/mL), M1 – SyneROX MB (1,56 mg/mL), Nd – ni bilo mogoče določiti. 
 
